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[摘要] 目的：用新研制的光纤生物传感器 FOB一3检测多种病原微生物及细菌毒素。方法：利用双抗体夹心法
，优化 免疫反 
应 的时间和浓度后 ，用 FOB一3分别检测炭疽 芽孢及繁殖体、鼠疫 F1抗原和葡 萄球 菌肠毒 素 B。为便于结果判定
，确定截断 
(cutof)值，并以s 与N 差值的形式消除荧光信号中的噪声。结果：使用光纤生物传感器 FOB一3，在20 min内可分别检 
测到 50 1 000 ng／mL的鼠疫 F1抗原、0．1-100 wg／mL的葡 萄球 菌肠毒素 B、3x10 一3x10 CFU／mL的炭疽 杆菌繁殖体 和 
4xlOS-4xl0 CFU／mL的炭疽芽孢。结论 ：光纤生物传感器 可以灵敏 、快速 、便 捷地检测病原微生物及其毒素。 
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Detection of Bacillus anthracis,Yersinia pestis and Staphylococcal Enterotoxin B 
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[Abstract] Objective：To detect some of biological agents by a newly developed fiber optic biosensor FOB一3．Methods： 
Yersinia pestis F1 antigen，Bacillus anthraticis vegetative form and its spore and staphylococcal enterotoxin B(SEB)were 
detected respectively by the FOB—3 with sandwich immunoassay after a series of optimization of the experimental parame— 
ter$．In order to decrease noise among fluorescent signals，cutof value was calculated，and results was showed in the form  
of(S 一N 一．Results and Conclusion：F1 antigen at 50-1 000 ng／mL，SEB at 0．1-100 tag／mL，vegetative B．anthraticis 
at 3x10’-3xlO CFU／mL and anthrax spore at 4xlO~-4xlO CFU／mL were detected with obvious positive sign als in 20 
min by the FOB一3，which preliminarily realized the advantage of sensitivity，simple—operation in rapid detection of biologi— 
cal agents． 
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美国遭受的“9·l1”恐怖袭击 ，以及随后的炭疽 白色粉末恐 
怖事件等提醒人们，生物武器或生物恐怖袭击的可能性不仅存 
在而且大大增加了。同时，近年来SARS病毒、禽流感病毒等的接 
连暴发流行事件都表明，不论是人为的生物恐怖，还是自然的传 
染病，都严重威胁着人类健康 、社会稳定和经济建设的顺利开 
展。如我国的许多地区是鼠疫自然疫源地 ，鼠疫的发生和流行直 
接关 系到人群健康 。因此 ，发展快速 、简便 的方法 以识别这些生 
物危害因素是至关重要的。 
生物传感器具有操作简单 、快速 、准确 的特点 和现场检测能 
力[ 。而光纤传感器是一种光电转换设备 ，抗腐蚀、抗电磁辐射 
和电子频率 干扰 ，同时光纤低衰减率的高质量传输 可实现对危 
险地区的远距离检测。由于光纤传感器的上述特点，其在微生物 
检测中的应用有着广阔的前景。Cao等在 1995年应用光纤传感 
器检测分析了血清、全血、血浆中的鼠疫耶尔森氏菌 F1抗原p，41； 
Rowe-Taitt等在 20o0年使用光纤传感器检测了炭疽杆菌、土拉 
弗氏菌等 ；Anderson等应用光纤传感器 RAPI、0R，先后检测了 
鼠疫杆菌 F1抗原、葡萄球菌肠毒素 、蓖麻毒素、炭疽芽孢 、土拉 
弗氏菌等[5-81。 
考虑到生物传感器在微生物检测中的优势和光学技术的成 
熟 发展 ，中国科学院上海光学精密机械研究 所同我们联合研制 
开发 了光纤传感器 FOB一1tg}，在此基础 上通过技术改进又推 出了 
性 能更好 的 F0B一3。 
当一束光线以适当角度进入光纤时，它会以全反射方式在 
光纤中传播，产生一种横贯光纤的波 ，通过光纤与其他介质的交 
界处传 出光纤 。这种波随传播距离快速衰减 ，被称为倏逝波 (e一 
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vanescent wave)。FOB一3正是利用这种性质 ，在光纤表面加上生 
物敏感元件 ，当倏逝波穿过生物敏感元件时，或产生光信号，或 
导致倏逝波与光纤内传播光线的强度、相位或频率的改变，而测 
量这些 变化 ，即可获得生物敏感元件上变化 的信息。 
光纤传感器 FOB一3由光学系统 、电子学系统 、数据采集 系统 
及控制与处理系统组成。目前使用的光纤 材料是 聚苯 乙烯。FOB一 
3中激光激发光路产生 的光波在光纤全反射 的过程 中激发 光纤 
纤芯表面标记在生物分子上的荧光染料，接受光路接受荧光信 
号，并由光电倍增管转换成电信号，计算机对输出的电信号进行 
分析并给出光电倍增工作电压的控制电压值(PMT Va1)、光信号 
值(Flou Va1)、功率值(Laser Va1)及 Flou ser值。 
在使用光纤传感器检测微生物的方法中，由于免疫反应成 
熟 、简单和稳定而常常被采用。其中，荧光免疫反应常见的方法 
有直接法、竞争法和夹心法。因为双抗体夹心法不仅特异性好， 
而且应用性 强，所以在抗原 的检测 中应用较 多。本研究针对炭疽 
芽孢杆菌及其芽孢、鼠疫杆菌的F1抗原和葡萄球菌肠毒素 B，利 
用 FOB一3进行检测方法的研究，旨在建立现场快速检测生物恐 
怖剂的可靠方法 。 
1 材料和方法 
1．1 材 料 
光纤传感器 FOB一3由中国科学院上海光学精密机械研究所 
和本研究室联合研发 。 
聚苯 乙烯 光纤 (中国科学 院上海光 学精 密机 械研 究 所提 
供)；荧光素 Cy5标记试剂盒(Amershem Biosciences，美国)；葡萄 
球菌肠毒 素 B(SEB)及 SEB单抗 、多抗 (本研 究所提供 )；鼠疫杆 
菌 F1抗 原及 多抗 (青海 地方病 预 防控制所 提供 )；炭疽 杆菌 
Sterne株芽孢、繁殖体及其单抗和多抗，抗鼠疫杆菌 F1抗原的单 
抗来 自本研究室 。 
抗体包被液(0．02 mol／L的 Na~CO3，0．04 mol／L的NaHCO3， 
pH9．6)；稀释液(0．5％的干酪素，0．O1 mol／L的 PBS，pH7．2)；清洗 
液 (磷 酸盐 ，0．05％的 TritonX一100，0．1 g／L的 NaN3，pH7．2)。 
1．2 包被抗体 
用包被液将所测标本 (毒 素或 细菌)的多抗稀 释至一定浓度 
并装入 毛细管 中，将光纤插入 4℃孵育 12--16 h，然后可用于相 
应的免疫反应。暂时不用时可置4℃保存。 
1．3 标 记 抗 体 
将所测标本的抗体用稀释液稀释到一定浓度，在碱性环境 
下与荧光素染料 Cy5结合后 ，通过凝胶过滤分离到标记了Cy5 
的单抗 。 
1．4 最佳反应 时间的确定 
将包被抗 F1抗体 (200 Ixg／mL)的光纤插入盛有 F1抗原 
(500 ng／mL)的毛细管 中，分别反应 5、10、20、40和 60 min。清 
洗后再将上述 光纤插入标记 Cy5的抗 F1单抗溶液 (20 Ixg／mL) 
中反应 40 min，用 FOB一3测定结果。 
将包被光纤按 上述实验确定的包被抗体与抗原最佳反应时 
间(10 min)与抗 原孵 育 ，清洗 后分 别与标 记单抗 反应 5、10、20 
和 40 min，用 FOB一3测量结果 。 
1．5 最佳反应 浓度的确定 
分别取包 被有 1 000、800、500、200、100和 0 Ixg／mL F1抗 
体的光纤与 F1抗原(500 ng／mL)孵育 10 min，清洗后再与 Cy5 
标记的抗 F1单抗(20 Ixg／mL)反应 10 min，用 FOB一3测量结 
果 。 
将包被有最佳浓度抗 F1抗体(500 Ixg／mL)的光纤与 F1抗 
原 (1 000 ng／mL)反应 10 min，清洗 ，再分别与浓 度分别 为 10、 
20、50、100 Ixg／mL的标记单抗孵育 10 min，测定结果。 
1．6 鼠疫杆菌 F1抗原的检 测 
将包被有抗 F1抗体(500 Ixg／mL)的光纤分别与浓度为 5、 
20、50、100、200、500、1 000 ng／mL的 F1抗原反应 10 min，加 阴 
性 对照 ，清洗 ，再 与 Cy5标记 的抗 F1单 抗 (50 Ixg／mL)反 应 10 
min，测量结果。 
1．7 炭疽 芽孢杆 菌(繁 殖体 )的检 测 
将炭疽芽孢杆菌 Sterne株在 LB肉汤中于 37℃培养，平板计 
数。将包被抗 Sterne株全菌多抗(500 g／mL)的光纤分别插入浓 
度 为 3、3x10’、3X102,3x10 、3xlo4、3xl05和 3xl06 CFU／mL的炭 
疽 芽孢杆菌溶液 中孵育 10 min，加阴性 对照 ，清洗后再与标记 
Cy5的抗 全菌多抗 (5 Ixg／mL)反应 10 min。测量结果。 
1．8 炭疽芽孢 的检测 
将培养的炭疽芽孢杆菌 Sterne株的芽孢平板计数。将包被 
抗 Sterne芽孢多抗 (500 Ixg／mL)的光纤 分别与浓度为 4x10 、4x 
102、4xl03、4xlo4、4xl05、4xl06、4x10’CFU／mL的炭疽 芽孢 溶液 
反应 10 min，加阴性对照，清洗后与标记 Cy5的抗炭疽芽孢的单 
抗(5 Ixg／mL)反应 10 min。测量结果 。 
1．9 葡萄球菌肠毒素B的检测 
将 包被 SEB多抗 (500 Ixg／mL)的光纤 分别与浓 度为 100、 
10、1、0．1、0．05、0．02、0．01 Ixg／mL的 SEB孵育 10 min，加 阴性 对 
照 ，清洗后再与标记 Cy5的 SEB单抗 (5 Ixg／mL)反应 10 min。测 
量结果。 
2 结果 
为减小所测荧光信号中噪声成分的影响，缩小光纤个体差 
异 ，测量结果采用 S 与 N一 的差值形式表述 。包被光纤首先在 
FOB一3测得本底信号值 N⋯ 该光纤表面的免疫反应发生后再 
测得荧光信号值 S ，二者的差值即为除去噪声成分的荧光信号 
值 。另外 ，判断结果需要确定截断(cutof)值 。随机取 阴性光纤 20 
支，测量并计算其平均值和标准差。cutof值定为平均值加 3倍 
标准差，计算得 0．14。光纤的最终荧光信号值与 cutof值比较 ，高 
于 cutof值 的为阳性结 果 ，反之为阴性 。 
2．1 最佳反应 时间 
包被抗 F1抗体与 F1抗原孵育 10 min可获得最佳的荧光 
信号值；而加入 Cy5标记单抗孵育 5 min可产生明显的信号 ，反 
应 10 min得到最佳信号值。 
2．2 最佳反应浓度 
包被的 F1抗体浓度在 500 g／mL时趋于饱和，有最高的 
信号值。同样，标记 F1抗体在50 g／mL时有最佳信号。 
2-3 鼠疫 茵 F1抗原的检 测结果 
实验表 明，F1抗原浓度 在 50-1 000 ng／mL时 ，可 以得到 明 
显的阳性信号(图 1)；而当其浓度低于 50 ng／mL(20或 5 ng／ 
mL时)为阴性结果。 
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图 I 鼠疫杆 菌 Fl抗原 的检测结果 
Fl抗原浓度在为50～1 000 ng／mL时，荧光信号值高于cutof值 
2．4 炭疽芽孢杆 菌繁殖体的检测结果 
炭疽芽孢杆菌 Sterne株繁殖体浓度为 3x10 ~3xlO CFU／ 
mL时，可检测到阳性信号；当繁殖体浓度小于 3x10 CFU／mL时 
结果为阴性 (图 2)。 
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图2 炭疽芽孢杆菌Sterne株繁殖体的检测结果 
3x10'～3x106 CFU／mL的炭疽杆菌有高于cutof值的荧光信号值 
2．5 炭疽 芽孢的检 测结果 
炭疽 芽孢浓度 为 4xl(P～4x10 CFU／mL时 ，可得 到 阳性 结 
果 ；而浓度小于 4xl(P CFU／mL(4xl0 、4x10 、4x10 CFU／mL)时 
为阴性结果(图 3)。 
2．6 SEB检 测 结 果 
SEB浓度为 0．1～100 g／mL时，可检测到阳性信号，而其浓 
度低于 0．1 g／mL时为阴性结果(图 4)。 
3 讨论 
上 述实验结果说明 ，在光纤生物传感器 FOB-3上应用 双抗 
体夹心法初步实现了对抗原 、毒素 、活菌及芽孢 的快速 (20 
min)、较灵敏(鼠疫杆菌 F1抗原 、SEB的检测极限为 50-100 ng／ 
mL，炭疽杆菌 Sterne株繁殖体的检测极限为 3xlO CFU／mL， 
Sterne株 芽孢 的检测极 限为 4xl04 CFU／mL)的检测 。另外 ，由于 
FOB一3还具有体积小、重量轻等特点 ，基本可以实现对微生物快 
速、便捷 和准确 的现场检测。 
在实验中，我们使用聚苯乙烯代替石英作为光纤材料，生物 
分子通过疏水键直接吸附到聚苯乙烯光纤上，省略了在石英光 
纤表面上的共价修饰等步骤，在一定程度上减少了光纤的个体 
差异。另外 ，聚苯乙烯 光纤较石英光纤成本低廉 ，易于批量生产 。 
但同时我们也发现，聚苯乙烯光纤上的抗体包被量也是比较大 
的(500 Ixg／mL)，这可能同聚苯乙烯与生物分子通过疏水键结合 
的动力学特点有关 。在实验 中，我们尝试通过紫外线 照射 光纤 、 
提高包被温度、延长包被时间等方法减少包被量 ，取得了一定的 
效果，但结论有待进一步的实验验证。 
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图3 炭疽芽孢的检测结果 
4xl04～4×10 CFU／mL的Sterne株芽孢有阳性信号 
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图 4 SEB的检测结果 
检测极限为 100 ng／mL 
应当注意到，提高检测的灵敏度仍然是光纤传感器需要解 
决的问题 ，而其中生物素、亲和素的使用会是较好的选择。An— 
derson等应用生物素 、亲和素，有效地提高了光纤传感器的灵敏 
度围。另外，也有报道蛋白A或蛋白G可应用于抗体的固定㈣。 
志谢 ：感谢本研 究室王 津、王宏霞和覃祥 秀等 帮助制备各种 
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医学分子生物学实验技术学习班 
分子生物学实验技术是 目前生物医学领域应用最广泛的手段之一。为推广医学分子生物学常用 
技术，满足医院及大学生命科学的科研、教学、医技人员、在读研究生以及对分子生物学实验技术有 
特别需要的人员的要求，解放军总医院定于 2006年 7月 16日至 24日举办“医学分子生物学实验技 
术研修班”。该班 已连续举办3期，被列入 2006年国家级继续医学教育内容 [(2oo6—02—08—009 
(国)]，授予全国一类继续教育学分20分。 
研修班内容包括理论讲座和实验操作两部分。讲座部分重点是分子生物学技术原理及应用、生 
物信息学在分子生物学中的应用；实验部分注重操作，每两人一组，全部自己动手，包括分子克隆、 
Northern Blot、Western Blot、真核细胞基 因转染技术等。 
研修班费用为22oo元／人，研究生2000元／人。住宿费用 自理，统一安排住宿。 
电话：010—66937519，66937516；E—mail：301fzsws@163．com。 
欢迎来 电、来信垂询。 
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